小胞体ストレスの軽減は血管傷害後の新生内膜形成を抑制する by 石村 周太郎




Reduction of endoplasmic reticulum stress inhibits neointima 


















Doc URL  
DOI  






報 告 番 号 
 
乙第 2851 号 
 
 
氏  名 
 
    石村 周太郎 
 
















内に蓄積するようになる。この unfolded protein が小胞体内に蓄積する状態を小胞体ストレ
スと呼び、これに伴う一連のシグナリング経路は総称して小胞体ストレス応答もしくは
unfolded protein response (UPR)と呼ばれている。小胞体に unfolded protein が蓄積すると小胞
体の膜上に存在してストレスセンサーの役割を担う PKR-like ER kinase (PERK)、activating 
transcription factor 6 (ATF6)、および inositol requiring enzyme-1 (IRE1)とその下流の X-box 
binding protein-1 (XBP1) 経路が活性化され、蛋白質翻訳の抑制による小胞体への負荷の軽
減、分子シャペロン誘導による蛋白の folding capacity の増大、ER associated degradation 










「実験 1」 ワイヤー血管傷害モデルで誘導される新生内膜における UPR 関連分子の発現
の評価 
7−8 週齢のマウスの左大腿動脈に 0.014 inch のワイヤーを挿入して内膜を傷害し、新生内
膜形成を誘導するワイヤー傷害モデルを C57BL/6J マウスで作成した。ワイヤー傷害から 4
週間後に 10%ホルマリンにて灌流固定後に傷害動脈を摘出し、パラフィン包埋のうえ 100 
µm 毎に 5 µm の切片を作成して免疫組織化学的染色を行い、平滑筋細胞のマーカーである
-smooth muscle actin (SMA)および UPR 関連蛋白である glucose-regulated protein 94 
(GRP94)、protein disulfide isomerase (PDI)、リン酸化された eukaryotic initiation factor 2 
(p-eIF2)、リン酸化 IRE1 (p-IRE1)の発現を評価した。 
 
「実験 2」 XBP1 ヘテロ欠損における新生内膜形成と血管平滑筋細胞の増殖・遊走能への
影響の評価 
  7-8 週齢の野生型と XBP1 ヘテロ欠損マウスのワイヤー血管傷害モデルを作製し、4 週間
後に傷害部位を摘出して切片を作成した。Elastica-van-Gieson 染色を行い、各切片で新生内
膜と中膜の面積を ImageJ software で計測して内膜／中膜比を算出した。さらに、CASMC
の XBP1 発現を siRNA でノックダウンし、血小板由来増殖因子 (PDGF)-BB を作用させた
際の増殖能と遊走能のへの影響をそれぞれ MTS 法と Scratch wound 法で評価した。また、
血管平滑筋細胞の増殖に関与する PDGF 受容体 (PDGFR)と炎症性サイトカインの発現の





減薬である 4-フェニルブチル酸 (4-PBA) 100 mg/kg/day 投与群、タウロウルソデオキシコー
ル酸 (TUDCA) 500 mg/kg/day 群に分けて 4 週間の治療を行い、形成された新生内膜を定量
評価した。さらに、CASMC の増殖・遊走を PDGF-BB で誘導し、4-PBA、TUDCA の増殖
能および遊走能への影響をそれぞれ MTS 法と Scratch wound 法で評価した。 
 
「実験 4」 小胞体ストレス軽減薬による血管平滑筋細胞の UPR および炎症性サイトカイ
ンの発現への影響の評価 
CASMC に PDGF-BB もしくは PDGF-AA を 48 時間作用させた際の UPR マーカーと炎症
性サイトカインの発現の変化、それらに対する小胞体ストレス軽減薬である 4-PBA、









いた。CASMC における siRNA による XBP1 ノックダウンにより、total Xbp1 (tXbp1)、spliced 
Xbp1 (sXbp1) の mRNA の発現はそれぞれ 81.1%、83.0%減少し、XBP1 の下流の分子である
Edem、Pdi の発現が有意に抑制されていたが、ATF6 経路の下流の分子である Grp94 と
Grp78、PERK 経路の下流の分子である Chop および Atf4 の発現には有意な変化は認められ
なかった。XBP1 をノックダウンすることで CASMC の PDGF-BB による増殖・遊走は有意
に増加し、Pdgfra と Pdgfrb の発現が有意に増加した。また、PDGF-BB 刺激時に XBP1 の




ワイヤー血管傷害マウスモデルにおける 4-PBA もしくは TUDCA の 4 週間の投与は
vehicle 投与群と比較して内膜／中膜比をそれぞれ 50.0%、72.8%有意に減少させた。また、
PDGF-BB 20 ng/ml、48 時間の刺激による CASMC の細胞増殖は 0.5 mM 4-PBA または 0.5 
mM TUDCA を同時に作用させることで有意に抑制された。さらに、PDGF-BB および血清
刺激による CASMC の遊走能も 4-PBA および TUDCA により有意に抑制された。 
 
「実験４」 
CASMC において PDGF-BB 20 ng/ml、48 時間の刺激で extracellular signal-regulated kinase 
(ERK)のリン酸化と共に IRE1と eIF2のリン酸化と GRP94、GRP78 の蛋白発現の亢進が
認められた。さらに、Ire1a、sXbp1、Pdi、Grp94、Grp78、Perk、Atf4、Chop の mRNA 発現
の増加が認められた。0.5 mM 4-PBA および 0.5 mM TUDCA はこれらの PDGF-BB 刺激によ
る小胞体ストレスマーカーの発現の亢進を有意に抑制した。また、PDGF-AA を用いて同様
な刺激 (20 ng/ml、48 時間)を行ったところ、PDGF-BB 刺激に比べると弱いながらも ERK
のリン酸化と共に小胞体ストレスマーカーの発現亢進が認められた。PDGF-BB 刺激により
Il1b、Il6 の発現は有意に増加し、その増加は 4-PBA、TUDCA 処置により抑制された。 
 
【考察】 
今回の実験から血管内膜傷害によって形成される新生内膜において、UPR の 3 経路すべ
てが活性化することが示された。XBP1 ヘテロ欠損により新生内膜形成は有意に増加し、
CASMC における XBP1 のノックダウンで PDGF-BB 刺激による増殖・遊走が増強すること
が示されたが、小胞体ストレスを軽減する 4-PBAおよび TUDCAは新生内膜形成とCASMC







ことが知られている。今回の検討においても、PDGF-BB、PDG-AA いずれも CASMC にお
けるUPRの活性化と炎症性サイトカイン発現の増加をもたらしたが、その反応はPDGF-BB
でより顕著であった。PDGF-BB は PDGFR-、PDGFR-の両者の受容体に作用するが、
PDGF-AA は PDGFR-のみに作用することが要因と考えられた。 
UPR の活性化により IRE1や PERK の下流で JNK や IKK-NF-B を介して炎症が誘導さ
れることが知られている。また、NF-B の活性化は血管平滑筋細胞の増殖や新生内膜形成
を促進することが報告されている。今回の検討では、PDGF-BB の刺激による UPR の亢進




今回、XBP1 の発現低下により新生内膜形成と CASMC の増殖・遊走は有意に促進してい
た。CASMC を用いた検討では XBP1 のノックダウンにより、XBP1 の上流に位置する IRE1
の活性化（リン酸化の増大）と XBP1 の下流の分子である Pdi と Edem の発現の低下が認め
られた。また、同時に炎症性サイトカインの発現の増加が認められたことから、IRE1の
活性化による JNK や IKK を介した炎症惹起によることが考えられた。 
XBP1 のノックダウンにより PDGF-BB の受容体である Pdgfra と Pdgfrb の発現が増加し
ていた。動脈硬化巣における PDGF と PDGFR の発現が増加することや動脈血管傷害にお
ける血管平滑筋細胞の増殖・過形成に PDGFR-と PDGFR-が関与することが報告されて
いる。これまでに PDGFR と UPR の関連について報告はないないが、PDGFR-は IL-1に
より転写因子である C/EBPδ を介して発現が増加すること、IRE1欠損マウスおよび IRE1
をノックダウンした肝細胞において C/EBPδ の発現が亢進すること、膵細胞や THP-1 細胞
において小胞体ストレスが IL-1の産生を亢進することが報告されている。これらのことか
ら XBP1 発現減少による IL-1の発現亢進が C/EBPδ を介して PDGFR-の発現の増加をも
たらした可能性が１つに考えられた。 
今回小胞体ストレス軽減薬として使用した 4-PBA と TUDCA の作用機序として、ミスフ
ォールディングした蛋白の凝集抑制、変異蛋白の減少、内因性の分子シャペロンの活性増
加によりフォールディングを安定化させ、小胞体ストレスを減少させると考えられている。
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Reduction of endoplasmic reticulum stress inhibits neointima formation 
after vascular injury 
（小胞体ストレスの軽減は血管傷害後の新生内膜形成を抑制する） 







ヤー傷害後の UPR、またヒト冠動脈平滑筋培養細胞の PDGF-BB 刺激による UPR について、
UPR 関連分子と炎症関連分子が網羅的に解析された。その結果、IRE1-Xbp1 以外の UPR シ
グナルが、血管平滑筋細胞の増殖•遊走、新生内膜の形成に促進的に作用することが明ら
かにされた。さらに、そうした血管平滑筋細胞の増殖•遊走ならびに in vivo における新
生内膜の形成は、いずれも小胞体ストレス軽減薬（4-PBA、TUDCA）により抑制可能である
ことが示された。本研究は、冠動脈再狭窄の新たな機序を明らかにし、小胞体ストレス軽
減薬が冠動脈形成後の再狭窄予防薬としての可能性があることを示したものであり、審査
委員会は学位（医学博士）の授与に値するものと判断した。 
 
 
 
結果の要旨 
